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(54) Title: METHOD COMPRISING THE INDIRECT ELECTROCHEMICAL REGENERATION OFNAD(P)H 

▼-^ (54) Bezeichnung: VERFAHREN, UMFASSEND DIE INDIREKTE ELEKTROCHEM1 SCHE REGENERATION VON NAD(P)H 
< 

^| (57) Abstract: The invention relates to a method comprising the indirect electrochemical regeneration of NAD(P)H in enzymatic 
f^. substrate reactions, that are, for example, catalyzed by monooxygenases. The invention especially relates to a method for the elec- 
troenzymatic production of 2,3-dihydroxyphenyl derivatives that is catalyzed by the enzyme 2-hydroxybiphenyl-3-monooxygenase, 
00 while at the same time the NAD + produced by reductive oxygen separation is electrochemically reduced. 

oc 

(57) Zusam menfassung: Die vorliegende Erfindung belrifft Verfahren, umfassend die indirckte elektrochemische Regeneration von 
NAD(P)H bei enzymatischen Substratumsetzungen, welche beispielsweise durch Monooxyi'enasen katalysiert werden. Gegenstand 
ist insbesondere ein Verfahren zur elektroenzymatischen Herstellung von 2,3-Dihydroxyphcnylderivaten, welches durch das Enzym 




2-HydroxybiphenyI-3-monooxygenase katalysiert wird, und wobei gleichzeitig das durch reduktive Sauerstoffspaltung gebildete 
NAD* elektrochemisch reduziert wird. 
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Verf ahren, umfassend die indirekte elektrochemische Regeneration 
von NAD(P)H 

5 Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren, umfassend die indi- 
rekte elektrochemische Regeneration von NAD ( P ) H aus NAD ( P ) + , wel- 
ches beispielsweise bei der enzymkatalysierten reduktiven Sauer- 

10 stof f spaltung anfallt. Das erf indungsgemafle elektrochemische Re- 
generationsverf ahren ist insbesondere anwendbar irn Rahinen elek- 
troenzymatischer , NAD ( P ) H verbrauchender Umsetzungen, insbeson- 
dere oxidativer enzymatischer Umsetzungen von Substraten durch 
Monooxygenasen. Insbesondere ist Gegenstand der Erfindung ein 

15 elektroenzymatisches Verfahren zur 

Mouooxygenase-katalysierten Herstellunig von 
2 , 3-Dihydroxy-Phenylderivaten. 

Biokatalysierte Reaktionen gewinnen sowohl in der organischen 

20 Laborsynthese als auch in zahlreichen industriellen Anwendungen 
immer mehr an Bedeutung. Insbesondere die gewohnlich hohen Regio- 
und Stereoselektivitaten enzymatischer Umsetzungen unter 
gleichzeitig milden Bedingungen und hohen Ausbeuten machen sie zu 
attraktiven Werkzeugen in der Syntheseplanung . Im Gegensatz zu 

25 den hydrolytischen Enzymen, die bereits vielfaltige Verwendung 
finden, ist der Einsatz von Redoxenzymen fur enantioselektive 
Reduktionen und chemo-, regio- und enantioselektive Oxidationen 
trotz ihres grotfen synthetischen Potenzials noch nicht sehr weit 
verbreitet. Grund dafur ist vor allem das bisher nicht 

30 zuf riedenstellend geloste Problem einer effektiven 

Cof aktorregeneration. Neben den etablierten Verf ahren der 
enzymgekoppelten Cof aktorregenerierung [la,b,c,d] wurden 
inzwischen auch elektrochemische Methoden entwickelt und auf 
NAD(P) + - und NAD(P)H-abhangige Enzyme angewandt [2a,b,c]. Der 

35 Vorteil der indirekten elektrochemischen Cof aktorregenerierung 
besteht darin, daB lediglich das Produktionsenzym benotigt wird 
und sich somit die haufig schwierige Optimierung eines 
Doppel-Enzym-Systems eriibrigt. Dariiber hinaus kann auf ein 
Cosubstrat verzichtet werden. 

40 

Monooxygenasen besitzen eine hohe synthetische Bedeutung, da sie 
in der Lage sind, Sauerstof f f unktionen regio- und stereoselektiv 
in ihre Substrate einzubauen. Dafiir benotigen sie molekularen 
Sauerstof f/ dessen O-0-Bindung reduktiv unter Bildung von Wasser 
45 gespalten wird [3a, b]. Die nativen Cofaktoren der Monooxygenasen 
NADH Oder NADPH lie fern dazu die notwendigen 

Reduktionsaquivalente. Die bisherigen in vitro-Verf ahren mit 
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Monooxygenasen als Produktionsenzyme beruhen auf einer 
enzymgekoppelten Cof aktorregenerierung unter Verwendung der 
Formiat-Dehydrogenase [4a,b] (fur NADH bzw. NADPH) sowie der 
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase [5] (fiir NADPH). 



5 



Reipa et al. beschreiben in [10] ein Verfahren zur 
elektrochemischen Regeneration von Putidaredoxin, dem natiirlichen 
Redoxpartner der Cytochrom CYP 101-Monoxygenase (E.C.I. 14. 15.1). 
Hierzu wird die Verwendung einer speziellen Antimon-dotierten 
10 Zinnoxidelektrode vorgeschlagen, welche zur 
Putidaredoxin-Reduktion geeignet ist. 

Held et al. beschreiben in [8] die biokatalytische Produktion von 
3-Phenylkatechol unter Verwendung ganzer Zellen von Escherichia 

15 coli JM 101 (pHDT 461). Dieser rekombinante Mikroorganismus ist 
zur Produktion des Enzyms 2-Hydroxybiphenyl-3-monooxygenase 
ausgelegt. Eine elektrochemische Regeneration von verbrauchtem 
NADH in in diesem Zusammenhang nicht erf orderlich, da der 
Cofaktor durch das enzymatische System der intakten E. 

20 coli-Zellen wieder regeneriert wird. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein enzymf reies f 
selektives und effektives Verfahren zur indirekten 
elektrochemischen NAD(P)H-Regenerierung zu entwickeln, welches 

25 z.B. gekoppelt mit Monooxygenasen zur oxidativen Umsetzung von 
Substraten unter reduktiver Sauerstof f spaltung geeignet ist. Eine 
weitere Aufgabe bestand in der Bereitstellung eins Verfahrens, 
das die enzymatische, Monooxygenase-katalysierte Synthese von 
2 , 3 -Dihydroxypheny 1-Verbindungen , wie 2,3, -Dihydroxybiphenyl , 

30 unter indirekten elektrochemischen NAD(P)H-Regenerierung 
ermoglicht. 

Kurze Beschreibung der Erfindung 

35 Diese Aufgaben wurden gelost durch Bereitstellung eines 
elektroenzymatischen Verfahrens zur Herstellung von 
2 , 3 -Dihydroxypheny lderivaten der allgemeinen Formel I 




OH 



40 



(I) 



45 
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worin R fur gegebenenf alls ein- oder mehrfach substituiertes 

Phenyl, Ci-C 6 -Alkyl, Halogen oder CN steht; und 

R ' fur H oder OH steht; 

wobei man bei diesem Verfahren 

a) eine Monohydroxyphenyl-Verbindung der allgeineinen Formel II 

^ ^ / OH 



10 



FT 



(II) 



R 



worin R und R' die oben angegebenen Bedeutungen besitzen, mit 
15 2-Hydroxybiphenyl-3-monooxygenase (HbpA) (E.C. 1.14.13-44) in 
Gegenwart von NADH und Sauerstoff umsetzt; und 

b) das gebildete NAD + elektrochemisch zu NADH reduziert. 

20 Die Aufgaben werden auBerdem gelost durch Bereitstellung eines 
Verfahrens zur NAD(P)H-Regeneration bei einer 

NAD(P)H-verbrauchenden oxidativen enzymatischen Umsetzung eines 
Substrates, bei dem man eine NAD(P)B-verbrauchende oxidative 
enzymatischen Umsetzung eines oxidierbaren Substrates in 

25 Gegenwart von NAD(P)H und vorzugsweise unter Sauerstoff verbrauch 
durchfiihrt, und das bei der Oxidation des Substrats gebildete 
NAD(P) + elektrochemisch zu NAD ( P ) H reduziert. Beispielsweise kann 
man eine NAD (P ) H-abhangige Monooxygenase (aus der Klasse E.C. 
1.14.-.-) mit dem oxidierbaren Substrat in Gegenwart von NAD ( P ) H 

30 und in Anwesenheit von Sauerstoff inkubieren und das bei 
reduktiver Sauerstoff spaltung und Oxidation des Substrats 
gebildete NAD(P) + elektrochemisch zu NAD ( P ) H reduziert. 

Die vorliegende Erfindung erlaubt erstmalig die enzymungebundene, 
35 indirekte elektrochemische Regeneration von NADH bzw. NADPH irn 
Rahmen von Sauerstoff verbrauchenden, z.B. 

Monooxygenase-katalysierter Reaktionen. Aufgrund der indirekten 
elektrochemischen Cof aktorregeneration ist eine kontinuierliche 
Substratumsetzung moglich. 

40 

Eine "indirekte" elektrochemische Regeneration von NAD ( P ) H im 
Sinne der vorliegenden Erfindung ist gegeben, wenn der Cofaktor 
\iber einen geeigneten Redoxkatalysator regeneriert wird, welcher 
die zur Reduktion erf orderlichen Elektronen von der Kathode auf 
45 den oxidierten Cofaktor tibertragt. 
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Detaillierte Beschreibung der Erfindung 



Ein erster Gegenstand der Erfindung betrifft ein 
. elektroenzymatisches Verfahren zur Herstellung von 
5 2 , 3-Dihydroxyphenylderivaten der allgemeinen Formel I 



OH 



OH 



10 



R'- 



(I) 



15 

worin R fiir gegebenenf alls ein oder mehrfach, z.B. durch Halogen, 
wie z.B- F, Cl, Br oder J, CN oder OH, insbesondere OH, 
substituiertes Phenyl; fiir Ci-C 6 -Alkyl, wie z.B. Methyl, Ethyl, n- 
oder i- Propyl, n-, i- oder t-Butyl, sowie n-Pentyl oder n-Hexyl 
20 und jeweils die verzweigten Analoga davon; fiir Halogen, wie z.B. 
F, Cl, Br oder J; oder fiir CN steht; und R ' fiir H oder OH steht, 
wobei R' in m- oder p-Position, vorzugsweise p-Position zur 
2 -Hydroxy gruppe des Phenylrings steht, 
und wobei man 



25 



a) eine Monohydroxyphenyl-Verbindung der allgemeinen Formel II 



30 



FT 



OH 



R 



(II) 



worin R und R f die oben angegebenen Bedeutungen besitzen, 
35 mit 2-Hydroxybiphenyl-3-monooxygenase (HbpA) (E.C. 1.14.13.44) in 
Gegenwart von NADH und Sauerstoff umsetzt; und 

b) das gebildete NAD + elektrochemisch zu NADH reduziert. 



40 Bevorzugt flihrt man die elektrochemische NAD + -Reduktion in 
Gegenwart eines Hydridorhodium-Redoxkatalysators durch, der 
kathodisch herstellbar und regenerierbar ist. Der 
Redoxkatalysator ist dabei ein vorzugsweise loslicher 
Rhodiumkomplex, der bei einem Kathodenpotenzial im Bereich von 

45 -650 bis -800 mV, gemessen gegen Ag/AgCl(gesattigt ) (pH=6-9; 
T=20-60°C, insbesondere etwa 20 bis 35°C, wie z.B. etwa 30°C) 
elektrochemisch in den Hydridorhodium-Komplex uberfuhrbar ist. 
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Besonders bevorzugt verwendet man zur Durchfiihrung der 

HbpA-katalysierten Reaktion einen Rhodium-Komplex der allgemeinen 
Forme 1 III 

5 [Cp Rh (III) (bpy)Cl]Cl (III) 

worin 

Cp fur Cyclopentadienyl Oder Pentamethylcyclopentadienyl steht 
und 

10 bpy fur 2 , 2 ' -Bipyridyl steht, wobei jeder der Pyridylringe gege- 
benenfalls ein- oder mehrfach, insbesondere einfach, durch 
eine Donorgruppe substituiert ist, wobei die Donorgruppe aus- 
gewahlt ist unter Methyl, Methoxy und Acetamido. Bevorzugt 
kann jeder Pyridylring einen dieser Substituenten in 4- oder 

15 5-Position tragen. Insbesondere sind die Pyridylringe mit 

gleichen Donorgruppen substituiert, 

Im Rahmen des erf indungsgemaBen Verfahrens unter Beteiligung der 
HbpA-Katalyse wird der Rhodium-Komplex der Formel III kathodisch 
20 zu einem Hydridorhodium-Komplex der Formel Ilia 

[Cp Rh (I) (bpy)HJCl 
mit H als Proton 

oder (Ilia) 
25 [Cp Rh (III) (bpy)H]Cl 

mit H als Hydridion 

worin Cp und bpy die oben fiir Formel III angegebenen Bedeutungen 
besitzen, 

30 reduziert, welcher dann zur NAD + -Reduktion befahigt ist. 

Die erf indungsgemaBe Herstellung der Dihydroxyverbindungen der 
allgemeinen Formel I wird bevorzugt unter folgenden Bedingungen 
durchgef iihrt : 

35 a) Substratkonzentration (Verbindung der Formel II)- 0,01 bis 
50 mM, insbesondere 0,1 bis 4 mM; 

b) NAD + Konzentration: 0,01 bis 5 mM, insbesondere 0,01 bis 
0,5 mM; 

c) Rhodium-Komplex-Konzentration: 1 \xM bis 5 mM, insbesondere 
40 5 jliM bis 0,5 mM; 

d) HbpA- Konzentration: 1 bis 5000 U/l, insbesondere 10 bis 
1000 U/l; 

e) FAD-Konzentration: 0 bis 200 [xM, insbesondere 0 bis 20 oder 1 
bis 20 [XM; 

45 f ) Catalase-Konzentration: 0 bis 1 x 10 7 U/l; 
g) pH: 4 bis 9, insbesondere 6 bis 7,5 
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h) Temperatur : 1 0 bis 4 0°C, insbesondere 2 0 bis 35°C Oder etwa 
3 0°C 

i) Kathodenpotenzial: -600 bis -900mV, insbesondere -650 bis 
-800 mV 

5 j) Sauerstof feintrag: 2 0 bis 120 cm 3 / (min- 1 ) , durch Einblasen 

oder insbesondere blasenfrei iiber Sauerstof f -permeable Mem-' 
branen oder Schlauche, wie z.B. beschrieben in [11]. 

Erf indungsgemaB brauchbare Elektrodensysteme sind z.B. 
10 beschrieben in [12] und [13]. Representative , nicht limit ierende 
Beispiele fur geeignete Kathoden-/Anodenpaare sind: 
Kohlekathode/Platinanode , wie insbesondere zylinderf ormige 
Kohlekathode (Kohlef ilz , Sigraf lex® ) /Platindrahtanode . 

15 Die erf indungsgemaB umgesetzten Substrate der Formel II sind 
allgemein zugangliche Verbindungen und entweder kauflich 
erhaltlich oder mit iiblichen Methoden der organischen Chemie 
herstellbar. Als nicht limitierende Beispiele konnen genannt 
werden: 

20 

2-Hydroxy-Ci-Ce-alkylbenzole, 2-Hydroxy-halogenbenzole, 
2-Hydroxybenzonitril, und die 2 , 5-Dihydroxyanaloga dieser 
Benzolderivate; 2-Hydroxybiphenyl und mehrfach hydroxylierte 
Biphenyle, wie z.B. 2,4-, 2,5- oder 2 , 6-Dihydroxybiphenyl ; 
25 2 , n ' -Dihydroxybiphenyle (mit n' =2, 3 oder 4); oder 

2,n' ,m'-Trihydroxybiphenyle (wobei n' und m' voneinander 
verschieden sind und jeweils fur. 2, 3 oder 4 stehen). 

Als Redoxkatalysatoren werden erf indungsgemaB bevorzugt 
30 [CpRh(bpy)Cl]Cl-Komplexe verwendet . Die Herstellung dieser 
Komplexe ist allgemein bekannt und erf olgt wie beschrieben in 
[14] oder [15]. Die nach elektrochemischer Reduktion bei -700 mV 
(vs. Ag/AgClges.) oder aber auch chemisch mit Formiat daraus 
gebildeten Hydridorhodiumkomplexe iiber fuhren NAD(P) + schnell und 
35 quantitativ in die enzymaktive 1 , 4-NAD(P ) H-Form. [ 2 , 6 ] 

Als representatives Beispiel fur brauchbare Enzyme kann, 
stellvertretend fur die Klasse f lavinabhangiger Monooxygenasen, 
die 2-Hydroxybiphenyl-3-monooxygenase ( HbpA , E.C. 1.14.13.44) aus 

40 P. azelaica, die NADH als Cofaktor benotigt, genannt werden [7]. 
Das Enzym liegt als Homotetramer mit einer Gesamtmasse von 
256 kDa vor und katalysiert entsprechend Schema 1 die selektive 
ortho-Hydroxylierung einer Reihe a-substituierter Phenolderivate . 
Auf chemischem Weg ist diese Reaktion mit vergleichbarer 

45 Selektivitat nicht durchf uhrbar • 
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Schema 1: Prinzip der EbpA Reaktion 



PCT/EP01/0560] 



o 2 



H 2 0 



OH 



5 




OH 



R 




OH 



R 



10 Die HbpA-katalysierte Reaktion erfolgt vorzugsweise in einem 
wassrigen Reaktionsmedium, dessen pH-Wert mit ublichen, die 
Umsetzung und den elektrochemischen Prozess nicht negativ 
beeinf lussenden Puf f ersubstanzen, wie z.B. HEPES, PIPES und 
insbesondere Kaliumphosphat-Puf f er und Tris/HCl-Puf fer , auf einen 

15 geeigneten Wert eingestellt wurde. Die Puf f erkonzentration liegt 
dabei im Bereich von etwa 20 mM bis 0,2 M, insbesondere etwa 2 0 
bis 50 mM. Der pH-Wert wurde bevorzugt auf etwa 6 bis 8, 
insbesondere etwa 7,5 eingestellt. 

20 Das Reaktionsmedium kann weitere ubliche Zusatze, wie z.B. 

Losungsvermittler fur das Substrat, Cofaktoren, wie z.B. FAD oder 
FMN, fur das eingesetzte Enzym, und dergleichen enthalten. 

Bei oxidationsempf indlichen Enzymsystemen ist gegebenenf alls die 
25 Verwendung von Antioxidantien sinnvoll. Kommt es z.B. 

verf ahrensbedingt zur Bildung von Wasserstof f peroxid, welches die 
Enzymaktivitat negativ beeintrachtigen kann, so kann man die 
Reaktion in Gegenwart von Catalase, z.B. zugesetzt in einer 
Konzentration von 1-10 5 U/l, durchfiihren. 

30 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
elektrochemischen NAD(P)H-Regeneration, anwendbar bei einer 
NAD ( P ) H- verbr auchenden oxidativen enzymatischen Umsetzung eines 
Substrates, wobei man eine NAD(P)H-verbrauchende oxidative 

35 enzymatischen Umsetzung eines oxidierbaren Substrates in 

Gegenwart von NAD ( P ) H und vorzugsweise unter Sauerstof f -Verbrauch 
durchfiihrt, und das bei der Oxidation des Substrats gebildete 
NAD(P) + elektrochemisch zu NAD ( P ) H reduziert. Dieses Verfahren 
eignet sich bevorzugt zur Durchfiihrung im Rahmen 

40 Monooxygenase-katalysierter Reaktionen. Eine NAD(P)H-abhangige 
Monooxygenase (aus der Klasse E.C. 1.14.-.-) wird dabei mit dem 
oxidierbaren Substrat in Gegenwart von NAD { P ) H und in Anwesenheit 
von Sauerstof f inkubiert und das bei reduktiver 

Sauerstof fspaltung und Oxidation des Substrats gebildete NAD(P) + 
45 elektrochemisch zu NAD ( P ) H reduziert. 
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Gemaft einer bevorzugten Verf ahrensvariante fiihrt man die 
elektrochemische NAD(P) + -Reduktion in Gegenwart eines vorzugsweise 
loslichen Hydridorhodium-Redoxkatalysators durch, der kathodisch 
herstellbar und regenerierbar ist, 

5 

Das erf indungsgemaB'e Verfahren zur NAD(P)H-Regeneration verwendet 
als Redoxkatalysator vorzugsweise einen Rhodiumkatalysator r der 
bei einem Kathodenpotenzial im Bereich von -650 bis -800 mV, 
gemessen gegen Ag/AgCl(gesattigt) (pH=6-9; T=20-60°C, insbesondere 
10 etwa 20 bis 35°C, wie z.B. etwa 30°C) elektrochemisch in den 
Hydridorhodium-Komplex iiberfiihrbar ist. 

Bevorzugt sind beim erf indungsgemaBen Verfahren zur 
NAD(P)H-Regeneration Rhodium-Komplexe der allgemeinen Formel III' 

15 

[Cp Rh (III) (bpy)Cl]Cl (III') 
einsetzbar, worin 

Cp fur Cyclopentadienyl oder Pentamethylcyclopentadienyl steht 
und 

bpy fur 2 , 2 '-Bipyridyl steht, wobei jeder der Pyridylringe gege- 
benenfalls ein- oder mehrfach, insbesondere einfach, durch 
eine Donor gruppe substituiert ist, wobei die Donorgruppe aus- 
gewahlt ist unter Methyl, Methoxy und Acetamido. Weiterhin 
kann als Donorgruppe ein von Polyethylenglycol, wie z.B. von 
PEG 2 0 00 bis 2 0000, abgeleiteter Rest enthalten sein. Bevor- 
zugt kann jeder Pyridylring einen dieser Substituenten in 4- 
oder 5-Position tragen. Insbesondere sind die Pyridylringe 
mit gleichen Donorgruppen substituiert. 

Der Rhodium-Komplex der Formel III' wird kathodisch zu einem 
Hydridorhodium-Komplex der Formel Ilia' 



20 



25 



30 



[Cp Rh (I) (bpy)H]Cl 
35 mit H als Proton 

oder (Ilia') 
[Cp Rh (III) (bpy)H]Cl 
mit H als Hydridion 



40 worin Cp und bpy die fiir Formel III 7 angegebenen Bedeutungen 
besitzen, reduziert, welcher zur NAD + -Reduktion befahigt ist. 

Das erf indungsgemaAe Verfahren zur NAD(P)H-Regeneration wird 
bevorzugt unter folgenden Verf ahxensbedingungen durchgefuhrt : 
45 a) NAD(P) + Konzentration: 0,01 bis 5 mM, insbesondere 0,01 bis 
0,5 mM; 
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b) Rhodium-Komplex-Konzentration: 1 \M bis 5 mM, insbesondere 
5 mM bis 0,5 mM; 

c) Monooxygenase-Konzentration: 1 bis 5000 U/l, insbesondere 10 
bis 1000 U/l; 

5 d) Cof aktor-Konzentration (wie z.B. FAD): 0 bis 200 jiM; , insbe- 
sondere 0 bis 20 oder 1 bis 20 jxM; 

e) Catalase-Konzentration: 0 bis 1-10 7 U/l; 

f) pH: 4 bis 9, insbesondere 6 bis 7,5 

g) Temper atur: 10 bis 4 0°C, insbesondere 2 0 bis 35°C oder etwa 
10 30°C; 

h) Kathodenpotenzial: -600 bis -900mV, insbesondere -650 bis 
-800 mV 

i) Sauerstof f eintrag: Sauerstof f eintrag: 20 bis 120 cm 3 /(min-l) 
durch Einblasen oder insbesondere blasenfrei iiber Sauerstoff- 

15 permeable Membranen oder Schlauche, wie z.B. beschrieben in 

[Hi- 
Die erf indungsgemafl umgesetzten Substrate sind allgemein 
zugangliche Verbindungen und entweder kauflich erhaltlich oder 

20 mit ublichen Methoden der organischen Chemie herstellbar. 

Als Redoxkatalysatoren werden erf indungsgemaJ3 bevorzugt 
[CpRh(bpy )C1 ]Cl-Komplexe verwendet. Die Herstellung dieser 
Komplexe ist allgemein bekannt und erfolgt wie beschrieben in 
25 [14] oder [15]. Die nach elektrochemischer Reduktion bei -700 mV 
(vs. Ag/AgCl ges .) oder aber auch chemisch mit Formiat daraus 
gebildeten Hydridorhodiumkomplexe uberfiihren NAD(P) + schnell und 
quantitativ in die enzymaktive 1, 4-NAD(P)H-Form [2,6], 

30 Die Reaktion erfolgt vorzugsweise in einem wassrigen 

Reaktionsmedium, dessen pH-Wert mit ublichen, die Umsetzung und 
den elektrochemischen Prozess nicht negativ beeinf lussenden 
Puf fersubstanzen, wie z.B, HEPES, PIPES und insbesondere 
Kaliumphosphat-Puf f er und Tris/HCl-Puf fer , auf einen geeigneten 

35 Wert eingestellt wurde. Die Puf f erkonzentration liegt dabei im 
Bereich von etwa 20 mM bis 0 f 2 M, insbesondere etwa 20 bis 50 mM. 
Der pH-Wert wurde bevorzugt auf etwa 6 bis 8, insbesondere etwa 
7,5 eingestellt. 

40 Das Reaktionsmedium kann weitere iibliche Zusatze, wie z.B. 

Losungsvermittler fur das Substrat, Cofaktoren, wie z.B. FAD oder 
FMN, fur das eingsetzte Enzym f und dergleichen enthalten. 

Bei oxidationsempf indlichen Enzymsystemen ist die Verwendung von 
45 Antioxidantien sinnvoll. Kommt es z.B. verf ahrensbedingt zur 
Bildung von Wasserstof f peroxid, welches die Enzymaktivitat 
negativ beeintrachtigen kann, so kann man die Reaktion in 
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Gegenwart von Catalase, z.B. zugesetzt in einer Konzentration von 
1-10 5 U/l, durchfiihren. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren zur NAD(P ) H-Regeneration ist 
5 bevorzugt einsetzbar fur die folgenden, eine oxidative 
enzymatische Umsetzung umfassenden Reaktionstypen: 
a) Oxidation an gesattigten oder ungesattigten, aliphatischen 
oder aromatischen Kohlenstof f atomen, insbesondere durch Hy- 
droxy lierung, Epoxidierung und Baeyer-Villinger-Oxidation; 
10 b) Schwefel- oder Selen-Oxidation; 

c) Stickstoff- oder Phosphor-Oxidation; 

d) Oxidation von Halogeniden. 

Nichtlimitierende Beispiele fiir Reaktionstyp a) : 

15 

(1) Hydroxylierung am aliphatischen Kohlenstof f: 



20 




Progesteron 

11 - a -Hydroxyprogesteron 



z.B. beschrieben in JP 75/54957 (Takeda) 

30 (2) co-Hydroxylierung langkettiger Fettsauren, katalysiert durch 
Cytochrom P450-Monooxygenase ; z.B. beschrieben in der 
DE-A-199 35 115.5 (BASF AG) 

(3) Hydroxylierung allylischer oder benzylischer Kohlenstof fatome 

35 




H. Fretz, W. D. Woggon, R. Voges Hel Chim. Acta , 1989., 72 , 391 -400 

45 
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(T^^ Mortierella isabellina 

5 H. L Holland, T. S. Manoharan, F. Schweizer Tetrahedron .'Asymmetry , 1991 , 2, 335-338 
(4) Epoxidierung: 




10 

Pseudomonas oleovorans 



S. W. May, B. J.Abbot J. Biol. Chern, 1973 ,248, 1725-1730 
15 (5) Baeyer-Villinger-Oxidation: 



O O 
C yclohexanon-monooxyge nasfe \ 



20 




Roberts et al. J. Mol. Cat. B Enzymatic , 1998 , 4, 111 ff 

25 

( 5 ) Heteroaromatenoxidation : 



30 



O ~Q r O 



J oj oj 

X 



35 X 11 






40 



S:82% R:18% 
' B ( OH ) 2 JL ..OB(OH), 



95 % ee 



45 
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Figur 1 eine schematische Darstellung des erf indungsgemaflen elek- 
troenzymatischen Prozesses der Bildung von 2 , 3-Dihydroxybi- 
phenyl unter gleichzeitiger elektrochemischer NADH-Regenera- 
tion; dabei vjird kathodisch der Hydridorhodium( III ) -Redoxka- 
5 talysator gebildet und regeneriert. "Nach Ubertragung des Hy- 

dridions auf NAD + und Bildung von NADH reduziert dieses die 
Monooxygenase, wie z.B. die prosthetische FAD-Gruppe der 
2 -Hydroxybipheny 1-3 -monooxygenase, zur aktiven FADH 2 -Funk- 
tion. Diese reduzierte Form des Enzyms katalysiert dann in 
10 Gegenwart von Sauerstoff die Oxygenierung des Substrates , 

wie z.B. von 2-Hydroxybiphenyl zu 2 , 3-Dihydroxybiphenyl . 

Figur 2 den EinfluB von O2 auf die NADH-Bildung unter indirekt 

elektrochemischer Regeneration (■ ohne Druckluf teintrag; O 
15 mit Druckluf teintrag von 10 cm 3 /min ) 

Figur 3 den postulierten Mechanismus der Hydridoxidation 

Figur 4 den EinfluB des Sauerstoff gehaltes auf die Bildung von 
20 2 , 3-Dihydroxybiphenyl unter indirekter elektrochemischer 

Cof aktorregenerierung (O: kein Sauerstoff eintrag in die 
Losung; ■: nach lh einsetzender Sauerstoff eintrag) 

Figur 5 einen Vergleich der Umsatzgeschwindigkeit unter 
25 chemischer und indirekt-elektrochemischer 

Hydridorhodiumbildung ( O : redoxkatalyt ische , chemische 
Regeneration mit Formiat als Reduktionsmittel; ■: indirekte 
elektrochemische Regeneration) 

30 Figur 6 in schematischer Darstellung einen geeigneten 

Batchraktor, umfassend ein Reaktionsgef aJ3 mit Riihrer, 
Ringkathode, mittig angeordneter Anode , Referenzelektrode, 
Druckluf tzufuhr in das Reaktionsmedium. 

35 Beispiel 1: Elektroenzymatische Oxidation von 2-Sydroxybiphenyl 
zu 2,3 -Dihydroxybiphenyl 

Entsprechend Figur 1 wird die elektroenzymatischen Umsetzung in 
einer Batch-Elektrolysezelle, schematisch dargestellt in Figur 6, 
40 durchgefiihrt . Als Kathode dient hierbei eine zylindrische 

Kohlef ilzelektrode (Volumen ca. 27 cm 3 ). Durch Ummantelung der 
Platin-Gegenelektrode mit einem Dialyseschlauch ( AusschluBgewicht 
10 kDa) werden die Bedingungen einer geteilten Zelle erreicht. 

45 Das Kathodenpotenzial von -7 50 mV wird gegen eine 

Ag/AgClges.-Schlauchelektrode eingestellt. In 100 ml KPi-Puffer 
(50 mM, pH 7.5) sind der oxidierte Cofaktor NAD+ (0.2 mM), 
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[Cp*Rh(bpy)Cl] 2+ (0.1 mM), FAD (20 \M) , Catalase ( 250000 U), HbpA 
(19 U) sowie das Substrat (2 mM) geldst. Die Umsetzung erfolgt 
bei T=30°C und iiber einen Zeitraum von 5 Stunden. 

5 Der Reaktionsf ortschritt wird mittels HPLC-Chromatographie an 
einer RP-18-Saule mit Methanol/Wasser (0,1% H 3 P0 4 ) 60:40 als 
Eluens verfolgt. 

Beispiel 2: Einflufl von geldstem Sauerstoff auf die 
10 NADH-Regeneration 

Da Sauerstoff ein Bestandteil der Reaktionssequenz ist, muJ3 der 
Einflufl des gelosten Sauerstoffs auf die Komponenten des Systems 
untersucht werden. Dabei zeigt sich, dafl Sauerstoff die 

15 NADH-Erzeugung sowohl durch den chemisch mit Formiat als auch 
durch den erf indungsgemaB auf elektrochemischem Weg gebildeten 
Hydridorhodiumkomplex inhibiert (Figur 2). Wie aus Figur 2 
deutlich wird, geht bei einem Sauerstoff eintrag von 
beispielsweise 10 cmVmin die NADH-Bildungsgeschwindigkeit von 

20 1.1 3Timo:L /i.h auf 0.27 ininol /i.h zuruck. Bei einem Eintrag von 
15 cmVmin ist keine NADH-Bildung mehr nachweisbar. Die 
Inhibierung ist jedoch reversibel, da nach Unterbrechung des 
Sauerstoff stromes die NADH-Bildungsgeschwindigkeit fast wieder 
ihren optimalen Wert erreicht. Ebenso erreicht die 

25 NADH-Konzentration ihren Maximalwert. Als Produkt der Reaktion 
des Hydridorhodiumkomplexes mit molekularem Sauerstoff konnte 
Wasserstof f peroxid nachgeweisen werden, dessen Bildung wie in 
Figur 3 angegeben denkbar ist. Dariiber hinaus wird 
Wasserstof fperoxid bei dem anliegenden Potential auch durch 

30 direkte Reduktion des Sauerstoffs an der Kathode gebildet. Daher 
ist es zweckmaBig Catalase zuzusetzen, da diese wahrend der 
enzymatischen Umsetzung Wasserstof fperoxid zerstort. 

Beispiel 3: EinfluB von Sauerstoff zufuhr auf den Umsatz 

35 

Die Ergebnisse in Figur 4 zeigen, daB der Umsatz bei Reaktionen 
ohne externe Sauerstoff zufuhrung nach kurzer Zeit bei ca. 2 0% 
stagniert (offene Kreise bzw. gefiillte Quadrate bis ca. lh) . Mit 
nach lh einsetzender Sauerstoff zufuhr (8 cmVmin) steigt die 

40 Umsatzgeschwindigkeit und damit die Produktbildung bis zu einem 
Wert von 1.1 3TUTlo:L /i.h ( 202 m9 /l.h) an. Die vom Mediator erbrachten 
Wechselzahlen liegen hierbei bei 11 h" 1 . Ahnliche Werte werden 
erreicht, wenn der Hydridorhodiumkomplex chemisch mit 
Natriumf ormiat erzeugt wird. in Figur 5 sind die 

45 Umsatzgeschwindigkeiten fur die indirekte elektrochemische 
Cofaktorregenerierung unter den genannten Bedingungen, jedoch 
unter einem standigen Sauerstoff eintrag von 10 cm 3 /min und fur den 
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durch Formiat (c(NaHCC>2) = 3 60 mM; ansonsten gleiche Bedingungen) 
getriebenen redoxkatalytischen Prozess dargestellt. Die 
Produktivitat liegt bei ca. 5 0% des bereits optimierten 
f ermentativen bzw. des in vitro-Verf ahrens unter enzymgekoppelter 
5 NADH-Regeneration (390 m */i.h) [8]. 

Die Reaktionsgeschwindigkeit ist nicht durch die Bildung des 
Hydridorhodiumkomplexes an der Kathode limit iert, sondern durch 
die kompeti tive Hemmung des Redoxkatalysators durch die 
10 Konkur r e n z r e akt ion mit molekularem Sauerstoff (Figur 4). 

In dem erf indungsgemaBen kontinuierlichen elektroenzymatischen 
Verfahren sollte sich der negative EinfluB des gelosten 
Sauerstoff s auf die indirekt elektrochemische NADH-Regeneration 
15 leicht durch eine Kompartimentierung des Gesamt systems in 
einzelne Module ausschalten lassen. Durch die raumlich und 
zeitlich auf den elektrochemischen Schritt folgende Zudosierung 
des fur die Enzymreaktion unabdingbaren Sauerstoffs wird dessen 
inhibitor ischer Effekt auf die NADH-Regenerierung minimiert. 

20 

Die Langzei t stabilitat der durchgef iihrten Batchelektrolysen kann 
durch Verringerung der denaturierenden Wirkung der 
nicht-blasenfreien Begasung verbessert werden. An der 
Phasengrenze f liissig/gasf ormig treten namlich starke Scherkrafte 

25 auf, die md ttelf ristig zur Enzymdenaturierung fuhren. In 
Vergleichsexperimenten konnte gezeigt werden, daJ3 HbpA bei 
Thermostat is ierung bei 30°C und Ruhren (u = 250 min- 1 ) auch nach 
12 h noch mehr als 85% ihrer Initialaktivitat besitzt. Mit 
einsetzender Druckluf tzuf uhr nimmt diese in Abhangigkeit von der 

30 Zuf uhrgeschv?indigkeit urn bis zu 7 0% innerhalb einer Stunde ab. 
Durch Verwendung eines Enzym-Membran-Reaktors [9] konnen das 
Produktionsenzym vor dem negativen EinfluB des heterogenen 
Sauerstoff eintrages geschutzt und folglich hohe ProzeBlauf zeiten 
erreicht werden. Insbesondere durch Anwendung einer zweiphasigen 

35 Reaktionsf uhrung und der resultierenden in situ Zudosierrmg des 
Substrates und Extraktion des Catecholproduktes sollte ein 
effektiver kontinuierlicher ProzeB verwirklichbar sein. 

Erf indungsgemaB konnte erstmalig eine durch eine f lavinabhangige 
40 Monooxygenese katalysierte Umsetzung unter indirekt 

elektrochemischer NADH-Regeneration erfolgreich durchfiihren. 

Die vorliegende Erfindung schafft die Grundlage fur die 
Einbindung von Monooxygenasen in organische Synthesen sowohl im 
45 LabormaBstab, als auch in der industriellen Anwendung. Diese 
Klasse oxidierender Enzyme ist synthetisch hoch interessant, da 
sie beispielsweise Hydroxy funktionen in aromatische Systeme und 



BNSDOCID: <WO 0188172A1 l_> 

J 



WO 01/88172 PCT/EP01/05601 

16 

auch in nicht aktivierte reine Kohlenwasserstof f e einfiihren 
konnen. Sie konnen euBerdem Sauerstoff auf Heteroatome oder auf 
Doppelbindungen unter Bildung von Epoxiden iibertragen. Zusatzlich 
katalysieren sie Baeyer-Villiger-Oxidationen. In alien Fallen 
5 sind enantiomerenreine Produkte zuganglich. 

Das zugrundeliegende elektrochemische 

NAD(P)H-Regenerationskonzept stellt eine effektive und einfach 
anwendbare Alternative zu den bisherigen in vivo-Verf ahren bzw. 
10 solchen Verfahren, die sich eines enzymatischen 

Regener ationsystems bedienen, dar. Die allgemeine Anwendbarkeit , 
auch unter den Umsatzbedingungen sauerstoff abhangiger 
Monooxygenasen, konnte belegt werden. 

15 
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40 



3. 

45 



Elek-troenzymatisches Verfahren zur Herstellung von 2,3-Dihy- 
droxyphenylderivaten der allgemeinen Formel I 



worin 

R fiir gegebenenf alls ein- Oder mehrf ach substituiertes Phe- 
nyl, Cx-Ce-Alkyl, Halogen Oder CN steht; und 
R' fur H Oder OH steht; 

dadurch gekennzeichnet , dass man 

a) eine Monohydroxyphenyl-Verbindung der allgemeinen Formel 



worin R und R' die oben angegebenen Bedeutungen besitzt, 

mit 2-Hydroxybiphenyl-3-monooxygenase (HbpA) (E.C. 1 . 14 . 13 . 44.) 

in Gegenwart von NADH und Sauerstoff umsetzt; und 

b) das gebildete NAD+ elektrochemisch zu NADH reduziert. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , dass man 
die elektrochemische NAD + -Reduktion in Gegenwart eines Hydri- 
dorhodium-Redoxkatalysators durchfiihrt, der kathodisch her- 
stellbar und regenerierbar ist. 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , dass man 
als Redoxkatalysator einen Rhodiumkomplex verwendet, der bei 
einem Kathodenpotenzial im Bereich von -650 bis -800 mV, ge- 



OH 
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messen gegen Ag/AgCl(gesattigt) (pH=6-9; T=20-30°C) elektro- 
chemisch in den Hydridorhodium-Komplex iiberfuhrbar ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , dass man 
5 einen Rhodium-Komplex der allgemeinen Formel III 

[Cp Rh (III) (bpy)Cl]Cl (III) 

einsetzt, worin 

Cp fur Cyclopentadienyl oder Pentamethylcyclopentadienyl 
steht und 

bpy fiir 2 , 2 ' -Bipyridyl steht, wobei jeder der Pyridylringe 
15 gegebenenf alls ein- oder mehrfach durch eine Donorgruppe 

substituiert ist. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Rhodium-Komplex der Formel III kathodisch zu einem Hydridor- 

20 hodium-Komplex der Formel Ilia 

[Cp Rh (I)(bpy)H]Cl (IHa) 

reduziert wird, welcher zur NAD + -Reduktion befahigt ist. 

25 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es unter folgenden Verf ahrensbedingungen 
durchgefuhrt wird: 

30 a) Substratkonzentration: 0,1 bis 4 mM; 

b) NAD + Konzentration: 0,01 bis 0,5 mM; 

c) Rhodium-Komplex-Konzentration: 5 jxM bis 0,5 mM; 

d) HbpA-Konzentration: 10 bis 1000 U/l; 

e) FAD-Konzentration: 0 bis 200 JIM; 

35 f) Catalase-Konzentration: 0 bis 1-10 7 U/l; 

g) pH: 6 bis 7,5 

h) Temper atur: 20 bis 30°C 

i) Kathodenpotenzial: -650 bis -800 mV 

j) Sauerstof f eintrag: 20 bis 120 cm 3 /(min-l) 



40 



Verfahren zur elektrochemischen EfAD(P)H-Regeneration aus en- 
zymatisch gebildetem NAD(P) + 

dadurch gekennzeichnet, dass man 



45 
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eine NAD(P) H-verbrauchende oxidative enzymatische Umsetzung 
eines oxidierbaren Substrates in Gegenwart von NAD ( P ) H durch- 
fuhrt, und das bei der Oxidation des Substrats gebildete 
NAD(P) + elektrochemisch zu NAD ( P ) H reduziert. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , dass man 
eine NAD(P) H-abhangige Monooxygenase (aus der Klasse E.C. 
1.14.-.-) mit dem oxidierbaren Substrat in Gegenwart von 
NAD ( P ) H und in Anwesenheit von Sauerstoff inkubiert und das 
bei reduktiver Sauerstoff spaltung und Oxidation des Substrats 
gebildete NAD(P) + elektrochemisch zu NAD ( P ) H reduziert. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass man 
die elektrochemische NAD(P) + -Reduktion in Gegenwart eines Hy- 
dridorhodium-Redoxkatalysators durchfiihrt, der kathodisch 
herstellbar und regenerierbar ist. 

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass man 
als Redoxkatalysator einen Rhodiumkatalysator verwendet, der 
bei einem Kathodenpotenzial im Bereich von -650 bis -800 mV, 
gemessen gegen Ag/AgCl ( gesattigt ) (pH = 6-9; T = 20-35°C) 
elektrochemisch in den Hydridorhodium-Komplex iiberfuhrbar 
ist . 

25 11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass man 
einen Rhodium-Komplex der allgemeinen Formel III 

[Cp Rh (III) (bpy)Cl]Cl ( III ) 

30 einsetzt, worin 



10. 

20 



Cp fur Cyclopentadienyl oder Pentamethylcyclopentadienyl 
steht und 

35 bpy fur 2 , 2 ' -Bipyridyl steht, wobei jeder der Pyridylringe 

gegebenenf alls ein- oder mehrfach durch eine Donorgruppe 
substituiert ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass der 
40 Rhodium-Komplex der Formel III kathodisch zu einem Hydridor- 

hodium-Komplex der Formel Ilia 

[Cp Rh (I)(bpy)H]Cl (Ilia) 

45 reduziert wird, welcher zur NAD + -Reduktion befahigt ist. 
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13. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es unter folgenden Verf ahrensbedingungen 
durchgefiihrt wird: 

5 a) NAD(P) + Konzentration: 10 \M bis 0,5 mM; 

b) Rhodium-Komplex-Konzentration: 5 mM bis 0,5 mM; 

c) Monooxygenase-Konzentration: 10 bis 1000 U/l; 

d) FAD-Konzentration: 0 bis 200 [AM; 

e) Catalase-Konzentration : 0 bis 1-10 7 U/l; 
10 f) pH: 5 bis 9 

g) Temper atur: 2 0 bis 35°C 

h) Kathodenpotenzial: -650 bis -800 mV 

i) Sauerstof f eintrag: Sauerstof f eintrag : 20 bis 120 cnvVmin-l 

15 14. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 13 , dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die oxidative enzymatische Umsetzung einen der 
folgenden Reaktionstypen umfasst: 

a) Oxidation an gesattigten oder ungesattigten aliphatischen 
20 oder aromatischen Kohlenstof f atomen, insbesondere durch 

Hydroxylierung, Epoxidierung und Baeyer-Villinger-Oxida- 
tion; 

b) Schwefel- oder Selen-Oxidation; 

c) Stickstoff- oder Phosphor-Oxidation; 
25 d) Oxidation von Halogeniden. 

15. Verwendung eines Redoxkatalysators gemaJB der Definition in 
einem der Anspriiche 9 bis 12 zur kontinuierlichen oder dis- 
kontinuierlichen elektrochemischen Regenerierung von NAD ( P ) H 

30 bei Monooxygenase-katalysierten Oxidationsreaktionen . 

16. Verwendung nach Anspruch 15, wobei die Oxidationsreaktion 
ausgewahlt ist unter: 

35 a) Oxidation an gesattigten oder ungesattigten aliphatischen 

oder aromatischen Kohlenstof f atomen, insbesondere durch 
Hydroxylierung, Epoxidierung und Baeyer-Villinger-Oxida- 
tion; 

b) Schwefel- oder Selen-Oxidation; 
40 c) Stickstoff- oder Phosphor-Oxidation; 

d) Oxidation von Halogeniden. 

17. Bioreaktor, zur kontinuierlichen oder diskontinuier lichen 
Durchf uhrung Monoxygenase-katalysierter elektroenzymatischer 

45 Reaktionen, umfassend in einem Reaktionsraum ein Elektroden- 

paar sowie ein fliissiges Reaktionsmedium, welches Monoxyge- 
nase, Substrat, NAD(P)H-Kofaktor und eine Redoxkatalysator 
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gemaB der Definition in einem der Anspriiche 2 bis 5 enthalt, 
wobei an der Kathode ein Elektrodenpotential anliegt, welches 
zur ubertragung von Redoxaguivalenten (Elektronen) auf den 
Redoxkatalysator geeignet ist. 

18. Bioreaktor nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet , dass das 
fliissige Reaktionsmedium ein- oder zweiphasig ist. 
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